







学 位 の 種 類
学 位 記 番 号
学位授与年 月 日
学位授与の要件
研 究 科 専 攻
学 位 論 文 題 目





学 位 規 則 第4条 第1項 該 当
東 北 大 学 大 学 院 農 学研 究科
(博士課程)農 学 専 攻
キ ュウ リモザイ クウイルスの葉組織 内増
殖機構 に関す る研究


















論 文 内 容 要 旨
植物 ウイルスは、宿主の代謝 系を利用 して 自己の遺伝情 報発現 により増殖す る。
一般に ウイルス増殖 によ り宿主 は種々の生理代謝変動 をきたすが、その 宿主反応
はウイルス と宿主の組 み合わせによ って全身感染 と局部感染 に大別 され る。全身
感染の場合、 ウイルスは侵入 細胞か ら周辺細胞へ移行 しなが ら広範囲で増殖 し、
多 くはモザイ ク、黄化、萎縮な どの病徴 を発現す る。一 方、局部感染の場合、 ウ
イルス増殖 は侵入細胞 とその周辺細胞 に限 られ、典型的な場合 は、感染細胞群が
過敏感反 応 と呼ばれ る急 激で致死 的な生理 異常を生 じ壊死斑 を形成する。このよ
うな ウイルスの感染 タイ プを決定づ け る宿主 の反応はプ ロ トプラス トでは認め ら
れず、細胞 の集合体 と しての組織 で生ず る場合が多 く、組織での ウイル ス増殖機
構 を解 明す ることが重要である。
Cucumbermosaicvirus(CMV)は 、多犯性 で、農学上重要な病 原 ウイル スであ る。
CMVは 径28nmの 球状粒子 で、ゲノムはプ ラス鎖 の一本鎖RNAで あ り、粒子か らRNA
1-4が 抽 出され る。RNA1-3は 感染 に必須 であ り、 それぞれか らは1a,2a,3aと 呼ば
れ るタ ンパ ク質が翻訳 され る。また、RNA3か らはサ ブゲ ノム としてRNA4が 転写
され、それか ら外被タ ンパ ク質(CP)が 翻 訳 され る。
本研究 はCMVの 植物葉組織 内での増殖機構 と感染 タイプ との関係 について検討 し
た。す なわち、 タバ コ(乱 詔か∂cσ〃cv.ky-57)に 対す るCMV普 通系統(C脚 一〇)および
黄斑系統(C榊 一Y)の全身感染、ササゲ(7/8η∂8ρgloσ1∂加cv.Kurodane-sanjyaku)
に対す るCMVマ メ科系統(CMV-L)の 全身感染 とCW-Yの 過敏感反応を伴 う局部感染 に
つ いて、組織での ウイルスゲノムRNA各 セグメ ン ト合成の経 時変化 を比較検討 し、
それぞれ における共通性 と相違点 を明 らか にする ことを 目的 と した。以上の研究
を始め るに 当た り、まず供試CW-0に ついてこれ まで不 明であ ったゲノムRNA2の
塩基 配列 を決定 し、供試CMV系 統の 全塩基配列の相互比較 を行 った。
1.CMV-0の ゲ ノ ム 構 造
CMV-0の 精 製RNAを 鋳 型 と してcDNAク ロー ンを 作 成 し、 完 全 長 に近 いRNA2の ク
ロー ンを 選 抜 し塩 基 配 列 を決 定 した 。5'末 端 につ い てはRNA2を 鋳 型 と して 直 接 決
定 した 。CMV-ORNA2は 、 全長3,049ntか ら成 り、2aタ ンパ ク質(Mr.96,777;857ア
ーa一
ミノ酸)を コー ドす る2,571ntのopenreadingframe(ORF)が 存 在 す る(Fig.1)。 塩
基 配列 を 比較 す る と・CMVの サ ブ グル ー プ1に 属すCMV-Y,一 恥yと は98.0,99.4%と 極
め て 高 い相 同性 を示 し、 ア ミノ酸 配列 で は さ らに相 同性 は高 い(Tablel)。 なお 、
わ ず か な塩 基 の 違 いは 全 域 に散 在 したが 、5'非 翻 訳 領 域 に塩 基 置 換 や欠 損 が集 中
して い る部 位 も認 め られ た(Fig.2)。 本研 究 に よ り、CMV-oのRNA1-4の 全 ゲ ノ ム構
造 が 明 らか と な った(Fig.1)。CMv-oのRNA1,3に つ い て もcHv-Yの それ ら と相 同性
が 高 く、 ま た、 最 近 本研 究室 にお い て全 ゲ ノム の塩 基 配 列 が 明 らか に され たCW-
Lと もCHV-0,Yは 極 めて類 似 す る こ とが わか って き た。 以 上 よ り、 本研 究 に お け る
供 試 ウイ ル スの 各系 統 は 互 い に極 め て相 同性 が高 く、塩 基 や ア ミノ酸 配列 の違 い
が か な り限定 さ れ て い る ことが 明 らか とな った。
2.CMV接 種 タバ コ葉 組織 にお けるウイルス増殖 の解析(全 身感染)
タ バ コに お い てCMV-0接 種葉 は無 病 徴 で あ るが 、CMV-Y接 種 葉 は接 種 後4日 目よ り
局 所 的 に黄 化 が 観 察 され 、 その数 が増 加 す る と共 に拡 大 し黄 色 斑 を 形成 す る 。接
種葉 組 織 に お け る ウイ ル スRNA各 セ グメ ン ト合 成 を解 析 す る た め 、CMV-0の ゲ ノム
RNAのcDNAを そ れ ぞ れL8kb程 度 に構i築 したcDNA1,2,3を プ ロー ブ と して(Fig.3)、
ノザ ンハ イブ リダイ ゼ ー シ ョンを行 った。 電気 泳 動 に よ るRNA1と2の 移 動 度 は近 接
して い る ため プ ロー ブ をcDNA1,3とcDNA2,3の 組 み合 わ せ で 用 い、 そ れ ぞ れRNA
1,3,4とRNA2,3,4に 分 け て検 出 した。CMV-0(100μ9/讃)を タバ コ葉 面 に 接 種後 、
経 時 的 に48時 間 目まで接 種 面 表 皮 を剥 離 し、表 皮 、葉 肉部 につ いて ノザ ン分析 を
行 った結 果、 ウイル スRNA各 セ グメ ン トのバ ン ドが経 時的 に検 出 され た(Fig.4A,B)。
Fig.4A,Bを 含 め3回 の反 復 実験 よ り得 られ た バ ン ドの面 積 を 合 成 量 と し、RNA3の
最 大 量 を それ ぞ れ1.0と して相 対 的 な ウイル スRNA合 成 量 の 経 時 変 化 を 追跡 した 。
表 皮 組 織 にお い て ウイル スRNA各 セ グメ ン トは12時 間 目よ り検 出 され、 合 成 量 は経
時 的 に高 い方 か らRNA3>RNAl>RNA2>RNA4の 順 で あ った(Fig.4c)。 ま た葉 肉
部 に お い て も18時 間 目よ りそ れ に ほぼ 対 応 したパ タ ー ンで ウイ ル スRNA各 セ グ メ ン
トは合 成 され て い る(Fig.4D)。 次 ぎ に接 種葉 か ら リー フデ ィス ク(径1.5mm)を 切 り
取 って培 養 し48時 間 ま でのCMV-ORNA各 セ グ メ ン ト合 成 の経 時変 化 を解 析 した。 そ
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の結 果 、 接 種12-18時 間 後 よ りウイル スRNA各 セ グ メ ン トと も検 出 され 、RNA3の 合
成量 が 最 も多 く、次 い でRNA2とRNA1が ほぼ 同程度 で 、RNA4が 最 も低 か った
(Fig.5)。CW-Y接 種 タバ コ リー フデ ィス クに つ い て 同様 に検 討 した 結 果 、 接 種12-
18時 間 後 よ りRNA各 セ グメ ン トと も検 出 され 、合 成 量 はRNA3>RNA1>RNA2>
RNA4の 順 と な っ た(Fig.6)。 全 身感 染 の 初期 にお いて は 、組 織 別 や ウ イル ス 系統
別 に 関 わ らず 基 本 的 にRNA3の 合 成 が 優 先 し、RNA4の 合 成 が遅 れ る卓 で一 致 して
い る。
CMV-0のRNA各 セグメ ン トの総和であるCMV-0全 ゲノムRNA合 成量 を接種葉 につ い
て接種9日 まで経時的に追跡 した結果(Fig.7)、 接 種後徐 々に増加 し4-6日 に一担一
定 となるがその後再 び増加す るとい う段階的な合成パター ンを示 した。 また、組
織 内移行 を限定 した リーブデ ィスク試料 でも合成パター ンは、葉 その ものの場合
と同様 の傾 向を示 した。接種葉 および リーフデ ィス クにおける ウイル ス活性(粒
子)量 は いず れ も接種後1日 目よ り増加 し、接種後3-5日 が ピー クとな った(Fig.8)。
エ ライザ法 によ りCP合 成量 を測定 した結果、両試料 ともCPは 接種後2日 目よ り逐次
増加 し7-9日 で最大 とな った(Fig.9)。 接種葉 における最初の増殖 についてみ ると、
CP合 成 に比ベ ウイルス粒子の増殖や ウイルス全RNA合 成が先行 し、増加の経緯が そ
れぞれ で異 な っていた(Fig.10)。 ウイル スの粒 子形成が ほぼ完了 した4-6日 後 もウ
イル スRNAやCP合 成を続 け、感染組織の中で ウイルスは粒子 の他 にフ リーのRNAや
CPな どさまざまな状態で多 く存在 していると考 え られる。
3.CMV接 種サ サゲ葉組織におけるウイルス増殖 の解析
ササゲ に対 し感染のタイプの異な るCHV-LとCMV-Yに つ いて、接種葉 の病徴 およ
びウイル ス増殖 過程を解析 し、比較検討を行 った。
3.1CMV-Li接 種 サ サ ゲ の 場合(全 身 感 染)
CMV-Lを サ サ ゲ初 生 葉 に接 種 す る と、接 種 後4日 目よ り径1mm程 度 の 黄 色 斑 が 現
れ 、 そ の 部 位 は 次 第 に そ れ が拡 大 し、 接 種葉 全 体 が黄 化 す る。CMV-L(500μ9/ml)
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・ササゲ葉の全RNA(2μ9)に ついてノザ ン分析 を行 った結果(Fig .11)、 ウイルス各
RNAセ グメ ン トとも接種後12時 間 目よ り合成が始 ま り、接種2-3日 で最大 に達 し、
その後病徴が発現 した4日 目には減少 した。 また、接種後,2日 目でRNA1がRNA3
に比べ わずかに多いが、経時的 に合成量 はRNA3>RNA1>RNA2>RNA4の1頂 であ った。
ウイル ス全RNA、 な らびにCP合 成の経 時変化 を比較す ると、それぞれ ともに一頭曲
線 を描 いたが・ウイル スRNA合 成 がCP合 成に比べ先行 している傾 向である(Fig.12)。
ウイル スRNAの 合成 はタバ コの組織の場合に比べ早 くピークに達 したが、各セ グメ
ン トの合成パ ター ンは感 染初期の タバ コ葉組織の場合 と同様 の傾 向を示す と考 え
られる。また、 ウイルス増殖 と黄色斑の発現 時期 の関係は、 ウイル スと宿主の組
み合わ せによ って異なると考え られる。
3.2CMV-Y接 種 サ サ ゲ の場 合(過 敏感 局 部感 染)
CMV-Y接 種 ササゲでは、12時 間後 に表面 に くぼみが観察 され、 その後その 中心部
か ら褐変 し始 め、24時 間後にはその全域が褐変化 して径0.5mm程 度の壊死 斑が形成
される。CMV-Y(500μg/ml)接 種ササゲ葉 において、 ウイル スCPの 増加量 をエライ
ザ法によ り経時的 に測定 したが、検 出限界以下であ った。一方、接種葉 の全RNA
(20μg)に つ いてノザ ン分析を行 った結果(Fig.13)、 ウイル スRNA各 セグメ ン トは
接種後8時 間か ら急 激に増加す るが12-16時 間 目には合成 が停止 し、その後 それぞ
れの検 出量 は48時 間目までほぼ一定な い しやや減少する傾 向を示 した。また、
RNA3の 合成量 が最 も高 く、他のセ グメ ン トは、それ に比べ1/3-1/4程 度 と低 く、
RNA4>RNA1>RNA2の 順 であ った。 これはCMV-L接 種における全身感染性 の黄色
斑形成 とは全 く異な る過敏感反応 に起因す ると考 え られるが、RNA3の 合成が優位
であることは、 タバ コやササゲの全身感 染系で も同 じであ り、宿主 の違 いに関係
な くRNA3が 優先的 に合成 されるこ とが明 らか とな った。
3・3全 身感染 と局部感染における ウイル スゲ ノ李合成の比較
供試 ウイルス系統のゲノム構造はきわめて類似 しているがササゲでの反応性の
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違いに対応 してウイルス増殖量 は全 く異 な った。CMV-Y.一Lの 全RNA合 成量 につ いて、
RNA各 セ グメン トともほ とんど共通の配列を持っ3'endか ら172bpのcDNAを プ ローブ
と して用 い、 ドッ トハ イブ リダイゼー ションに よ り直接 比較検討 した(Fig.14)。
その結 果、CHV-L全RNAは 接種4時 間 目よ り逐次増加 したの に対 し、C柳 一Y全RNAは
それよ り遅れ8時 間 目か ら12時 間 目にか けて一次的に急 激に増加 し、12時 間 目で
は両 ウイル スRNAと も合成量がほぼ等 しくな ったが、 その後CMV-Y全RNA合 成 は停止
した。 この ことか ら、ササゲにおけるCMVの 全身感染 と過敏感反応 を伴 う局部感染
との間で ウイルスゲノムの合成の経緯が感染の初期 か ら異なる と考え られ る。ま
た、CMV-Yに おける過敏感反応では接種8時 間よ り前 にウイルスRNAの 合成が検 出
できない ことも特徴 的である。
4.ま と め
本研 究に供試 したCHV-0,一Y,一Lの3系 統はゲ ノみ構造 が極 めて類似 してお り、 タ
バコとササゲ組織 にお いて組織別や反応性 の違 いに関係 な く基本的にCMV各 ゲ ノム
セグメ ン トの合成の経緯は、全身感染の初期 においてはRNA3の 合成量が最 も高 く、
次 いでRNA1あ るいはRNA£ と続 き、RNA4が 最 も低 い ことが明 らか とな った。 さら
にササ ゲの過敏感反応を伴 う局 部感染 において もRNA3が 最 も高 い点で基本 的に全
身感染 と類似 してい る。RNA3は 、移行関連 タ ンパ クを発現す ることか ら、感染初
期 には 移行優先の増殖 が行 われる ことを意 味す るのか もしれない。また、ササゲ
の全身感染 と局部感 染 とでは、前者 では逐次 ウイルス全RNAが 増加するのに比べ後
者は合成 開始が遅れ るとともに合成増加後 ま もな く停止 す るとい う違 いが あるこ
と も明 らか とな った。以 上のよ うに、本研究 は組織 レベルで ウイル スの増殖性 と
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Fig.7Timeco町seofrebtivebvelsoftotalCMV-ORNAsyn!hesisininoculatedleavesandleafdisks.
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Fig.10ComparisonofthetimecourseoftotalCMV-ORNA,virusinfectivityandcoatproteinininoculat一
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論 文 審 査 の 要 旨
キュウリモザイクウイルス(CMV)の ゲノムは,RNA1-4の4分 節である。CMV普 通系統
(CMV-0)に ついてこれまで不明であったRNA2の 塩基配列を決定 した結果,CMVの サブ
グループ1のRNA2と 極めて高い相同性を示 し,塩 基,ア ミノ酸 レベルでの違いはわずかであ
ることが判明した。次いで,本CMVに 全身感染するタバコ(!>.如 うα傷窺cv,ky-57)に おけ
るRNA1-4の 各セグメン ト合成の過程をノザンハイブリダイゼーシ ョンにより解析 した。そ
の結果,各 セグメントは一次感染組織である表皮では接種後12時 間目より,二 次以降の感染組織
である葉肉部では18時 間目より増加 し,基 本的に細胞間移行関連タンパク質をコー ドす るRNA
3の 合成が最優先され,つ いで複製酵素関連 タンパク質をコー ドするRNA2と な り,外 被タン
パ ク質(CP)を 発 現 す るRNA4の 合成はそれ らに遅れる。感染の経過にともない,CMV全
RNAと ウイルス活性の増加が4-6日 でピークとなりCPの 増加に先行 した。
ササゲ(Wgπ α観g耽 掘α如 品種 黒種三尺)に 対してCMVマ メ科系統(CMV-L)は 全身感
染するが,CMV-0お よび黄斑系統(CMV-Y)は,感 染細胞群が過敏感反応を引き起 こす局部
感染をする。この系を用いCMVの ゲノム各セグメン トの合成を全身感染 と局部感染とで比較 し
た。CMV-LのRNA各 セグメント合成は高い順にRNA3,RNA1,RNA2,RNA4で あ り,
全RNA合 成はCPに 先行 し2日 目にピークを迎えた。一方,CMV-Yで はRNA3の 合成量が他
のセグメントに比べて極端に高 く,特 にRNA1とRNA2のRNA3に 対する比が全身感染の場
合に比べかな り抑えられた。全RNA合 成の経緯についてCMV-L-Yを 直接比較検討 した結




以上のように,CMVは 基本的には感染タイプの違いに関係な く,RNA3を 優位に合成 し,一
次から二次,三 次感染組織へ移行増殖する。全身感染では,RNA3に 次 いでRNA1あ るいは
RNA2と な り,RNA4が 最も合成が低い。一一方,局 部感染においては,過 敏感反応の過程で合
成の開始に遅れを生 じるが一時的にRNA3が 増加 し,RMA1とRMA2の 合成が極端に抑えら
れた。すなわちウイルスゲノム複製酵素の生成量の抑制が示唆された。
以上のように,本 研究はタバコモザイクウイルスと異な り複雑な分節ゲノム型のCMVに つい
て,こ れまで不明であったCMV-ORNA2の 全塩基配列を決定するとともに,葉 組織でのゲノ
ムRNA各 セグメン トの合成過程を明らかにし,全 身感染と局部感染における違いについても明
らかにした。本研究は植物ウイルスの宿主反応解明に大きな手がか りを与えるものである。 よっ
て審査員一同は,本 研究は博士(農 学)の 学位に値すると判定 した。
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